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摘要 
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摘 要 
9E8 是本实验室筛选获得的一株针对人类免疫缺陷病毒（ Human 
Immunodeficiency Virus，HIV）的鼠源抗体，其亲和力为 3.23×10-10M，目前已经
成功应用到本实验室开发的 HIV 诊断试剂盒中，但其灵敏度和特异性都还有待
提高。 
本研究的目的就是利用噬菌体展示技术对 HIV 诊断抗体 9E8 进行亲和力成
熟，进一步提高 HIV 诊断的灵敏度和特异性。首先，用 RT-PCR 的方法从杂交
瘤细胞中调取鼠源抗体 9E8 的可变区基因，将其构建成单链抗体 VH-(G4S)3-VL
的形式，展示到噬菌体 pIII 蛋白上，并验证 ScFv 的活性。确定噬菌体 ScFv 具
有结合活性后，用 CDR 替换的方法，确定抗体抗原结合的关键 CDR 区。将
9E8-ScFv 的 VH和 VL氨基酸序列分别输入到 NCBI 数据库中，按照骨架区同源
度最高而CDR氨基酸序列差异最大的原则，搜寻人源抗体的CDR序列作为CDR
替换序列，每个 9E8-ScFv 中的 CDR 对应 2 种替换序列。CDR 替换后，用 Elisa
方法检测活性，最终确定了三个关键 CDR 区，即：HCDR2、HCDR3 和 LCDR3。 
确定了抗体抗原结合的关键 CDR 区之后，接下来就是对关键 CDR 区实施单
点突变，以此获得每个关键 CDR 区的突变热点及其氨基酸变化规律。根据突变
热点及其氨基酸变化规律，设计简并引物，构建了 3 个亲和力成熟初级噬菌体文
库 HCDR2、HCDR3 和 LCDR3，库容大小分别为 2.0×109 、1.66×109和 1.68×108。
以 p24 作为抗原，用固相筛选的方法对初级噬菌体文库进行筛选，每个初级库筛
选三轮，并分别挑取一定数目的单克隆菌落进行检测。再以初级噬菌体文库筛选
三轮后的多样性克隆序列为模板，进一步构建亲和力成熟次级噬菌体文库
9E8HK（库容：8 × 108），用更加苛刻的筛选条件对其进行筛选。然后，挑取 800  
个单克隆菌落进行检测，并用 ScFv 竞争的方法对高亲和力噬菌体单链抗体进行
初步筛选，最终 8 个结合活性最好的克隆进行真核表达，得到了一株亲和力提高
5.7 倍的抗体 9E8HK-491，其亲和力达到 5.64×10-11M。 
最后，对抗体 9E8HK-491 进行灵敏度和特异性的评估，结果都有了很明显
的提高，是一株具有潜在应用价值的抗体。 
关键词：人类免疫缺陷病，噬菌体展示，亲和力成熟， CDR 替换，抗体库 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
Abstract 
-Ⅱ- 
Abstract 
   9E8 is a Murine monoclonal antibody against HIV was discovered in our lab, its 
affinity is 3.23×10
-10
M, and now it has been successfully applied to our lab’s HIV 
diagnostic kits. However, its sensitivity and specificity need to be improved . 
The purpose of this research is affinity of 9E8 with phage display to increase the 
sensitivity and specificity of HIV diagnosis. First, obtain the Fv gene of 9E8 from 
Hybridoma with RT-PCR. Constructed the gene in the form of VH-(G4S)3-VL, and 
display on the pIII of phage, and detected activity. After this, we used the CDR 
substitution to find key CDRs which are involved in antigen-antibody reaction. Each 
CDR of 9E8-ScFv was substituted with two different Corresponding CDR of human 
antibody, which come from NCBI Database and selected with the rule of highest 
homology in FR sequence but highest discrepancy in CDR sequence. At last, we 
decided three key CDRs: HCDR2, HCDR3 and LCDR3. 
After CDR substitution, the next step is implement the single point mutation and 
find the Hotspots and their variation regularity within the key CDR. According to the 
changing regularity of Hotspots, design degenerate primers, three primary 
phage-ScFv library were constructed and their size are 2.0×10
9
 , 1.66×10
9 
and 
1.68×10
8
, respectively. Each primary library was selected three rounds with the 
antigen p24, and pick a certain number of monoclonal colonies to detect. The 
secondary library 9E8HK (size: 8 × 10
8
) used the diversity clone sequences of the 
third round of primary libraries as template, and with more stringent screening 
conditions. After four round selection, pick monoclonal colony to detect, and used the 
ScFv competition to choice affinity-improved phage- ScFv. At last, we get a best 
antibody 9E8HK-491, its affinity was improved to 5.64×10
-11
M, and increased about 
5.7-fold compared with 9E8mAb. 
Finally, we found that the sensitivity and specificity of 9E8HK-491 have 
significantly increased by evaluating, which demonstrate that it is a potential value 
antibody. 
Key words:  HIV; Phage display; Affinity maturation; CDR substitution; library 
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缩略词 (ABBREVIATION) 
aa:  amino acid,  氨基酸  
HIV:  Human Immunodeficiency Virus, 人类免疫缺陷病毒 
AIDS:   Acquired Immune Deficiency Syndrome,  获得性免疫缺陷综合征  
Amp:   Ampicillin,  氨苄青霉素  
Kan:   Kanamycin,  卡那霉素  
CA:   Capsid protein,  衣壳蛋白  
CDC:   Centers for Disease Control,  疾病控制中心  
ELISA:   Enzyme-Linked ImmunoSorbant Assay,  酶联免疫吸附测定  
FBS:   Fetal Bovine Serum, 胎牛血清  
HRP:   Horseradish Peroxidase,  辣根过氧化物酶  
Ig:   Immunoglobulin,  免疫球蛋白  
kD:   kilo Daltons,  千道尔顿  
mAb:   Monoclonal Antibody,  单克隆抗体  
MW:   Molecular Weight,  分子量  
NK:   Natural Killer Cell,  自然杀伤细胞 
cDNA:   Complementary DNA, 互补 DNA  
DNA:   Deoxyribonucleic acid,  脱氧核糖核酸  
Bp:  Base pairs, 碱基对 
RNA:   Ribonucleic acid, 核糖核酸  
mRNA:   Messenger RNA, 信使 RNA  
PCR:   Polymerase Chain Reaction, 聚合酶链式反应  
RT-PCR:   Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction, 反转录聚合酶链式
反应 
VH:   Variable Region of Heavy Chain,  重链可变区  
VL:   Variable Region of Light Chain,  轻链可变区  
WHO:   World Health Organization,  世界卫生组织 
ADCC:   Antibody dependent cell-mediated cytoto,  抗体依赖性细胞毒效应  
BSA:  Bovine serum albumin, 牛血清白蛋白  
cAb:  Chimeric antibody, 嵌合抗体  
mAb:  Monoclonal antibody , 单克隆抗体 
CDC:  Complementdependent cytotoxicity, 补体依赖细胞毒效应  
CDR:  Complementarity Determining Region, 互补决定区  
FR:  frame-work region, 骨架区  
CH:  Constant Region of Heavy Chain,  重链恒定区  
CL:  Constant Region of Light Chain,  轻链恒定区  
ScFv:  single chain variable fragment, 单链抗体 
HAMA:   Human Anti-Chimeric Antibodies,  人抗嵌合抗体抗体 
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第一章 前言 
1    HIV 的生物学特征 
1.1   HIV 流行现状及发病机制 
艾滋病全称为获得性免疫缺陷综合症 （Acquired Immunodeficiency 
Syndrome， AIDS），起源于非洲大陆，后由非洲移民带入北美，是由一种称为
人类免疫缺陷病毒（Human Immunodeficiency Virus，HIV）感染引起的以全身免
疫系统严重损害为特征的疾病。由于艾滋病在人群中的传染性极强，死亡率奇高，
且没有有效的预防和治疗手段，因此又被称为“世纪瘟疫”。世界上最早关于艾滋
病的记载起源于 1981 年美国亚特兰大疾病控制中心的《发病率与死亡率周刊》，
上面介绍了 5 例艾滋病病人的发病历史。于 1983 年，法国巴斯德研究所的病毒
学家路克· 蒙塔尼埃及其研究小组第一次分离得到了 AIDS 的病原体 HIV，是
一种含双拷贝单股正链 RNA 的逆转录病毒。 
联合国艾滋病规划署发布的 2011 年全球艾滋病日的报告指出，截止 2010 年
底，全球共有 3400 万艾滋病感染者，其中在 2010 年，新增感染者 270 万人，死
亡 180 万人。我国于 1995 年发现第一例艾滋病之后，艾滋病就开始在全国范围
内扩散。一份联合国艾滋病规划署的评估报告显示，截止 2009 年底，中国艾滋
病病毒感染人数约为 74 万人，其中 10.5 万人为艾滋病患者，2009 年新增感染
约 4.8 万人。截止到 2010 年 8 月，全国 31 个省市累计报告艾滋病病毒感染者
361599 例，其中艾滋病患者 127203 例和死亡患者 65104 例。 
 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
前言 
- 2 - 
 
图 1-1 2009 年全球 HIV 流行情况 
Fig.1-1 A global view of HIV infection, 2009 
(Quoted from UNAIDS report 2010) 
 
  图 1-2 1990-2010 年全球 HIV 感染人数变化情况 
Fig.1-2 The global number of HIV infection changes, 1990-2010 
（Quoted from 2011 UNAIDS World AIDS Day report） 
HIV 侵入人体后，会选择性的攻击 CD4+淋巴细胞，如 T4 淋巴细胞、树突
状细胞、单核巨噬细胞等，使感染者的免疫系统遭受严重的破坏，免疫力会
大大降低，甚至丧失。此时，其他病毒或病原菌就会乘虚而入，最终患者将
会死于感染或肿瘤。 
艾滋病病毒广泛存在于感染者的血液、唾液、乳汁、阴道分泌物等体液
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或分泌液中，因此艾滋病的传播途径非常广泛，性接触、注射毒品、输血、移植
感染者器官、共用剃须刀、哺乳等行为都有可能会感染 HIV。 
1.2   HIV 病毒的结构和分类 
    HIV 是一种呈球型的单链 RNA 包膜病毒，直径在 90-130nm 之间。包膜位
于病毒颗粒的最外层，主要为磷脂双分子层结构，厚度为 7.5nm 左右，来自于宿
主细胞，但在组成和功能上却相差较大。在包膜的表面散布着由包膜蛋白 gp120
和穿膜蛋白 gp41 组成的 72 个刺突状结构。此外，病毒颗粒还具有由衣壳蛋白构
成的锥形核心，中间为遗传物质双拷贝单股正链 RNA。 
 
图 1-3 HIV-1 结构图 
Fig1-3 Schematic representation of the HIV-1 
(来源：http://www.niaid.nih.gov/daids/dtpdb/VIRTARG.asp) 
    HIV 在三十多年的演变过程中，产生了很多种突变病毒株。根据病毒核酸序
列和血清学反应，HIV 可分为 HIV-1 和 HIV-2 两种类型，其中全球约 75%的艾
滋病患者感染的都是HIV-1病毒。按照Gag基因和Env 基因序列的同源性，HIV-1
病毒又可分为 Main group、Outlier group、和 non-M/non-O group 三个组，其中
Main group 包含 A-D，F-H，J，K 等 9 个亚型和 CRF01-CRF16 16 个循环重组型[1]。 
1.3   HIV-1生活周期 
 HIV-1 病毒颗粒与其他病毒一样，都没有自己的代谢系统和能量系统，其
要想完成自身的复制和组装，必须要借助宿主细胞的原料和能量系统。 
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图 1-4 HIV 生活周期[1] 
Fig1-4 Schematic representation of the HIV life cycle 
首先，HIV-1 病毒颗粒必须侵入宿主细胞内，才能利用宿主的能量和原料。
HIV-1 通过 gp120 与宿主细胞表面受体 CD4 结合，形成 gp120- CD4 复合物，
并进一步与宿主细胞膜表面的 CXCR4 或 CXCR5 结合形 CD4-gp120-CXCR4 
/CXCR5 三分子复合物，gp120 构象发生改变，使 gp41 暴露出来。暴露的 gp41
则将位于 N 端的疏水融合基团插入宿主细胞膜中，利用构象变化，介导膜融合。
当病毒颗粒的外膜与宿主细胞的细胞膜融合后，HIV-1 将会通过 p24 的去组装使
衣壳解体，实现快速脱壳，同时将自己的基因组注入宿主细胞中，完成最重要的
侵染过程。 
进入宿主的病毒 RNA，首先会迅速的利用宿主细胞的物质和能量系统反转
录成 cDNA 的形式，随后 cDNA 会与整合酶、vpr、 NC 蛋白、和磷酸化的 MA
形成 PIC，穿过核孔进入细胞核，随机插入到宿主染色体 DNA 中[3]，形成永久
性感染。整合到宿主基因组中的病毒 DNA，在一定条件下将会再次转录成病毒
mRNA 后出核，利用宿主的代谢系统合成组装成完整病毒颗粒所需要的各种结
构蛋白和酶类，出芽形成未成熟的病毒颗粒。然后，Gag 水解，CA 组装成锥形
衣壳，形成具有侵染活性的成熟 HIV-1 病毒颗粒，完成一个生活周期。 
2    HIV 的诊断方法 
    艾滋病在当今世界中处于一种特殊而敏感的地位，超强的感染性，超长的潜
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